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摘要 : 细胞 色素 P450 第 6 亚 家 族 基因 为 昆虫 所 特有 , 与 抗 性 相关 。 为 了 检测 家 看 Bombyx mori cyp6ul 基因 是 否 与 耐 
氟 性 相关 , 首先 克隆 了 cyp6ul 基因 。 采 用 生物 信息 学 方法 获得 与 黑 腹 果 蝇 Drosophila melanogaster cyp6ul 基因 同 源 的 
家 看 B. mori cyp6ul 基因 序列 , 预测 该 序列 的 开放 阅读 框 (ORF) 为 1 476 bp, 编码 491 个 氨基 酸 , 推定 的 和 蛋白质 分 子 
质量 为 56. 15 kD, 等 电 点 为 9.23。 以 家 看 5 龄 第 3 天 幼虫 精 梨 cDNA 为 模板 , 设计 特异 引物 PCR 扩 增 出 一 条 约 
1 500 bp 的 条 带 , 大 小 与 家 看 cyp6ul 序列 的 ORF 预测 值 接 近 , 命名 为 Bmcyp6ul 基因 (GenBank 登录 号 :HM130560 ) 。 
同 源 性 分 析 表 明 ，Bmcyp6ul 基因 与 蜜蜂 hpis mellifera 的 同 源 基因 cyp64S13 的 相似 性 为 56% , 与 拟 南 草 Arabidopsis 
thaliana 的 cyp72482 的 相似 性 为 48%, 与 人 Homo sapiens 的 cyp347 基因 的 相似 性 为 50% 。 芯 片 数据 分 析 表 明 ， 
Bmcyp6ul 基因 在 家 和 看 5 龄 第 3 天 幼虫 各 组 织 表达 量 很 低 ， 上 只 在 精 梨 组 织 (3 龄 第 3 天 ) 稍 有 表达 , 推测 该 基因 具有 组 
织 特 异性 。 
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Molecular cloning, sequence analysis and expression profilime of 


Bmcyp6ul, a cytochrome P45S0 family gene of the silkworm, Bombyx mori 
ZENG Yuan-Qin”, XU Kang-Long , ZOU Yong , ZHANG Jin-Ye’, ZHANG Chun-Dong ，DU Wen- 
Hua , LONG Yao-Hang , MI Zhi , ZHU Yong’*” (1. College of Biotechnology, Southwest University, 
Chongqing 400716, China; 2. School of Life Sciences, Southwest University, Chongqing 400716, China; 
3. Institute of Sericulture and Systems Biology, Southwest University, Chongqing 400716, China) 
Abstract: Cytochrome P450 subfamily 6 genes are specific for insects and associated with resistance. The 
cypOul gene of the silkworm, Bombyx mori, was cloned to test whether the cypOx7 is related with the 
fluorine resistance. The sequence homologous with Drosophila melanogaster cypOul! gene was obtained using 
bioinformatics method, from which it was predicted that the open reading frame (ORF) is 1 476 bp in length ， 
encoding 491 amino acids. The molecular weight of the deduced protein ls 56. 13 kD and the isoelectric point 
is 9.23. Using the testis cDNA of day-3 Sth instar larvae of the silkworm as the template to amplify with PCR 
primers designed, we obtained a band of 1 500 bp. The ORF is close to the predicated value of the silkworm 
cyp6ul, which was named Bmcyp6ul (GenBank accession number: HM130560 ). Homologous analysis 
showed that it is closely related to cyp6AS13 from Apis mellifera (56% ), cyp72482 from Arabidopsis thaliana 
(48% ) and cyp347 from Homo sapiens (50% ). Microarray data analysis showed that Bmcyp6u! gene from 
day-3 Sth instar larvae of the silkworm had very low expression level in all tissues, and was only slightly 
expressed in testis tissue. These results suggest that the gene has tissue specificity. 
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细胞 色素 P450( cytochrome P450, CYP), 又 称 ” 一 种 广泛 存在 于 细菌 、 真 菌 、 植 物 和 动物 体 中 的 氧 
多 功能 氧化 酶 (mixed-function oxidases，MFO ) ， 是 化 酶 系 (Estabrook ，1996 ) 。 昆 虫 细 胞 色素 P450 参 
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与 多 种 外 来 物质 和 内 源 物 质 的 代谢 , 与 昆虫 的 生长 
发 育 及 对 环境 的 适应 性 具有 重要 的 关系 
( Feyereisen, 1999,; Scott and Wen, 2001 ) 。 P450s 
在 昆虫 中 的 作用 涉及 生长 、 发 育 和 取 食 等 过 程 , 参 
与 了 昆虫 体内 保 幼 激素 、 赔 皮 激 素 和 脂肪 酸 等 内 源 
化 合 物 的 合成 与 代谢 , 其 对 异 生物 质 的 代谢 特性 导 
致 了 昆虫 对 杀 虫 剂 的 抗 药 性 和 对 植物 有 毒物 质 的 耐 
受 性 (Scott et al.，1998; Feyereisen，1999 ) 。 目前 
已 鉴定 的 昆虫 细胞 色素 P450 有 8 个 亚 家 族 , 其 中 
第 6 亚 家 族 为 昆虫 所 特有 ,具有 环境 应 答 的 特点 ， 
和 昆虫 的 抗 药性 有 关 (David，1998; Claudianos et 
al.，2006 ; Feyereisen ，2006 ) 。Cyp6al 是 首次 从 家 
蝇 Musca domestica 抗 性 株 中 分 离 出 昆虫 细胞 色素 
P450 第 6 家 族 基 因 。Andersen 等 (1994) 在 大 肠 杆 
歼 Kscherichia coli 细胞 中 表达 了 由 该 基因 编码 的 
Cyp6al 重 日 , 并 重建 杀 虫 剂 代 谢 的 P450 系统 , 结 
条 表 明 该 系统 在 环 二 炳 (cyclodiene) 杀 虫 剂 艾 氏 剂 
(aldrin) 和 七 所 (heptachlor) 的 环 氧化 代谢 中 起 作 
用 , 从 而 证 实 Cyp6al 与 昆虫 抗 药 性 有 关 。 人 研 完 发 
现 ,， CYP6D 基因 在 抗 药性 的 产生 中 具有 重要 作用 ， 
CYP6B 与 植物 毒素 抗 性 相关 (Tomita and Scott， 
199$ ) cyp6al, cyp6a2, cyp6a8, cyp6a9 与 cyp6g7 
这 些 基 因 在 抗 性 品系 中 过 量 表达 (Feyereisen et al.， 
1989; Waters et dl.，1992; Cohen et ac 人 .，1992 ; 
Daborn et al., 2001 ) 。 

家 看 Bombyx mor 细胞 色素 P450 基因 组 学 分 
析 发 现 , 家 和 蛋 共 有 85 个 细胞 色素 P450 基因 , 其 中 
有 78 个 功能 基因 。 家 看 中 60% 的 P450s 属于 CYP4 
与 CYP6 家 族 ( 李斌 等 ,2004) 。 近 年 来 , 本 诬 题 组 
也 已 经 克隆 了 多 个 P450 基因 ， 如 cyp337417， 
cyp18AJ] ,cyp6AE2, cyp94 基因 徐 和 cyp6ag8 等 等 。 

除了 有 果 蝇 cyp6u7 基因 在 基因 组 测序 时 得 到 基 
因 序 列 外 ,从 其 他 物种 中 都 没有 元 隆 出 cyp6ul ,对 
cyp6ul 基因 功能 更 是 无 从 知晓 。 本 人 研究 在 家 奏 了 耐 
氟 实 验 中 发 现 , 气 中 毒 家 看 的 精 集 组 织 鞭 积 气 , 但 
是 在 看 卵 中 却 未 发 现 气 离 子 的 存在 。 生 殖 腺 中 是 否 
存在 解毒 酶 (比如 P450 第 6 家 族 基因 ) 发 挥 作用 ? 
我 们 选取 了 P450 第 6 亚 家 族 基因 cyp6x7 ,该 基因 
只 在 精 莫 中 表达 , 希望 就 此 揭 开 cyp6ul 基因 的 研究 
序 大 ,首先 进行 克隆 分 析 ，, 以 便 后 继 再 进行 耐 气 性 
检测 。 本 人 研究 采用 生物 信息 学 和 生物 技术 方法 克隆 
并 分 析 该 基因 的 序列 及 芯片 表达 谱 特 征 , 为 进一步 
人 研究 cyp6ul 基因 在 家 看 中 的 功能 欧 定 基础 。 


1 材料 与 万 法 


1.1 材料 及 主要 试剂 

供 试 家 看 品种 为 大 造 ， 由 西南 大 学 家 看 基因 资 
源 库 保 存 。25 信 恒温， 相对 湿度 75%+5% , 每 天 喂 
养 3 次 新 鲜 桑 叶 人 饲养 至 5 龄 第 3 天 , 解放 获取 精 烛 
组 织 , 用 生理 盐水 和 DEPC 水 冲洗 后 , 液 氮 速冻 ， 
-80Y 保存 备用 。 

Trizol Reagent 总 RNA 提取 试剂 、M-MLYV 反 转 
录 酶 、RNA 酶 抑制 剂 、 胶 回收 试剂 盒 均 购 目 上 海 生 
工 生 物 工程 技术 服务 有 限 公 司 ; pMD19-T 载体 、 
DL2000 DNA Marker 、Tad 酶 均 购 自 TaKaRa 公司 ; 
大 肠 杆 菌 Escherichia coli DHSa 由 本 实验 室 保 存 。 
1.2 ”家蚕 精 梨 组 织 总 RNA 的 提取 及 cDNA 第 1 
链 的 合成 

从 -80C 冰箱 中 取出 家 乍 精 昌 组 织 ， 称 取 100 
mg 左右 放 和 信人 研 钵 ， 加 入 液 氨 充分 研磨 ,参照 Trizol 
Reagent 试剂 说 明 书 方法 提取 总 RNA。 按 照 反 转录 
试剂 盒 的 说 明 合 成 cDNA 第 1 链 。 

1.3 引物 设计 

从 NCBIChttp :AAwww. ncbi. nlm. nih. gov/ ) 下 载 
腹 果 晶 Drosophila melanogaster cyp6ul 基 
(GenBank 登录 号 :NM_136408 ) 的 和 蛋白质 序 列 ， 与 
家 看 9 倍 基 因 组 数据 库 中 所 预测 的 家 看 基因 和 蛋白 质 
序列 进行 BLASTP 比 对 (E-value <1le “), 得 到 2 条 
cyp6ul 基因 午 日 的 相似 序列 ; 再 将 这 些 重 白 序列 与 
家 看 EST 数据 库 进 行 BLASTN 比 对 (E-value < 
le “), 得 到 16 条 EST 序列 , 将 这 些 EST 序列 通过 
电子 克隆 拼接 获得 家 人 绰 cyp6ul ( Bmcyp6ul ) 基因 的 
预测 序列 。 根 据 预测 的 Bmeyp6ul 基因 序列 设计 引 
物 :Pl1 (5'-TCATTCTCTTCTTAACCCTC3'), P2(5"- 
CAAATTTCAGCCATATCCC-3'), 由 上 海 生 工 生 物 工 
程 技术 服务 有 限 公司 合成 。 

1.4 家 等 cyp6ul 基因 的 克隆 及 测序 

以 家 看 精 曲 组织 cDNA 为 模板 进行 RT-PCR 扩 
增 。RT-PCR 扩 增 条 件 :94% 变性 4 min; 94% 40 s， 
56%C 40 s, 72% 1 min 20 s, 35 个 循环 ; 72% 延伸 
10 min。PCR 产物 进行 1. 0% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 ， 省 
化 乙 狂 染色 鉴定 。 

PCR 产物 琼脂 糖 凝 胶 电泳 后 , 按照 试剂 盒 说 明 
书 进行 胺 回收 。 将 回收 产物 与 pMD19-T 载体 16Y 
连接 过 夜 ， 转化 到 A，coli DHSa 感受 态 细 胞 , 涂 布 
于 加 有 氮 下 青霉素 、IPTC 和 X-gal 的 平板 上 ; 培养 
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16 h, 挑 取 白 色 单 菌落 进行 菌落 PCR。 挑 取 有 目的 
条 带 的 菌落 在 LB 液体 培养 基 ( 所 下 青霉素 终 浓度 
为 1% ) 中 培养 。 阳 性 克隆 送 交 上 海关 骏 生 物 技术 
有 限 公 司 测 序 。 
1.5 家 乔 cyp6ul 基因 序列 分 析 

同 源 性 比 对 采用 BLAST 工具 ; 设计 引物 采用 
Primer 5. 0 软件 ; 通过 Expasy 网 站 (http://ea. 
expasy. org/tools/) 预测 和 蛋白质 分 子 质 量 和 等 电 扣 ; 
使 用 SMART 程序 (http://smart. embl-heidelberg. 
de/ ) 预测 重 日 质 结构 域 ; 蛋 日 质 多 序列 比 对 采用 软 
件 ClustalX 1. 83; 氨基 酸 序列 肾 类 分 析 采 用 软件 
MEGA 4.0。 
1.6 家 每 cyp6ul 基因 芯片 表达 分 析 

家 看 cyp6ul 基因 DNA 序列 提交 ExPasy 
( http :A//us. expasy. org/tools/dna. html) 得 到 其 和 蛋白 
质 序 列 。 与 家 看 9 倍 基因 组 数据 库 (http:// 
silkworm. genomics. org. cen/ ) 中 所 预测 的 家 至 基因 重 
白质 序列 进行 BLASTP 比 对 (E-value < le “), 得 
到 基因 家 族 的 槛 回 同 源 基因 探 针 28 个 。 下 载 各 探 
针 5 龄 第 3 天 各 组 织 表达 数据 。 用 软件 Cluster 3.0 
Manual 制作 芯片 表达 谱 。 同 时 , 分 析 5 龄 第 4 天 后 
直至 上 散 、 化 肾 及 成 峨 等 不 同时 期 家 副 cyp6ul 基因 
的 转录 活性 。 


2 结 采 


2.1 家 看 cyp6bul 基因 的 克隆 

通过 电子 克隆 方法 延伸 得 到 Bmecyp6ul 基因 ， 
预测 长 度 为 1 476 bp。 以 家 看 5 龄 第 3 天 的 幼虫 精 
桌 组 织 cDNA 为 模板 , PCR 扩 增 得 到 一 条 1 500 bp 
左右 的 条 市 , 与 预测 目标 产物 大 小 相近 。 测 序 结 
与 预测 的 基因 序列 一 致 ， 将 该 序列 提交 到 
CenBank ， 登 录 号 为 HM1305S60 。 

2.2 家 看 cyp6ul 基因 的 序列 分 析 

通过 NCBI 在 线 TblastX 分 析 及 ExPASy 预测 ， 
Bmcyp6ul 基因 包含 了 一 个 完整 开放 阅读 框 (ORF)， 
编码 491 个 氨基 酸 ; 预测 蛋白 质 分 子 质量 和 等 电 氮 
分 别 为 56.15 kD 和 9.23。 将 元 隆 结 采 与 家 看 基因 
组 数据 库 比 对 , 结果 显示 Bmcyp6ul 位 于 10 号 染色 
体 上 (scafold ;nscaf2855 ) , 没有 内 含 子 (图 1)。 

和 蛋白质 多 序列 比 对 发 现 ，Bmcyp6ul 及 其 同 源 
序列 含有 所 有 昆虫 P450 基因 的 5 个 特征 序列 
(Waters et al., 1992; Feyereisen ，1999 ) : WxxxR 基 
序 ; P450 氧 结合 序列 :ACxET; 位 于 螺旋 下 中 参与 


Chr.10 


nscaf2855 


nscaf2575 nscaf2860 





图 1 家 蛋 cyp6ul 基因 的 染色 体 定位 
Fig. 1 


Chromosomal location of cypOu] gene 


of the silkworm, Bombyx mort 


稳定 P450 的 核心 结构 :ExLR; 微粒 体 P450 酶 保守 
区 序列 “PERF ”: PxxFxPERF; 血红 素 结 合 位 点 : 
PFxxGxxxCxG/A( 图 2,3)。 
2.3 ”家 看 cyp6ul 基因 的 同 源 性 分 析 

将 Bmcyp6ul 基因 编码 氨基 酸 序列 在 NCBI 及 
Ensemble 中 进行 Tblast 同 源 性 检索 ,发 现 与 蜜蜂 
Apis mellifera 同 源 基 因 cyp64S13 相似 性 为 56% , 与 
赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum 同 源 基因 cyp6BKI7 和 
致 倦 库 蚊 Culex gquingquefasciatus 同 源 基因 cyp6a8 相 
似 性 均 为 54% , 与 意大利 蜜蜂 Apis mellifera 同 源 基 
cyp6a8 相似 性 为 5S1% ,与 黑 腹 果 蝇 Drosophila 
melanogaster 同 源 基 因 cyp6a2 相似 性 为 53%, 与 人 
Homo sapiens 同 源 基 因 cyp347 相似 性 为 50% , 与 拟 
南齐 Arabidopsis thaliana 的 同 源 基 因 cyp7248 相似 
性 为 45%。Bmcyp6ul 基因 与 致 倦 库 蚊 Culex 
OLI72OUejascialus、 挨 及 伊 蚊 Aedes aegypti、 赤 拟 谷 次 
腹 果 晶 Drosophila 
melanogaster、 意 大 利 蜜蜂 Apis mellifera、 原 鸡 Gallus 
gallus、 斑 马 色 Danio rerio、 人 Homo sapiens、 小 局 
Ratius norvegicus、 红 鳍 东方 鲍 Fupu rubripes、 秀 丽 隐 
杆 线虫 Caenorhabditis elegans 和 拟 南 人 芥 Arabidopsis 
ihaliana 等 12 种 物种 的 同 源 基 因 构 建 进化 树 ， 发 现 
Bmcyp6ul 基因 与 昆虫 同 源 基因 同 源 性 较 高 (图 4) 。 

从 NCBI 上 下 载 人 有 sapiens、 黑 腹 果 晶 D. 
melanogaster、 斑 马 刍 D.，rerio、 意 大 利 蜜蜂 4. 
mellifera、 秀 丽 隐 村 线虫 C. elegans 和 拟 南 价 4. 
ihaliana 的 基因 组 数据 , 用 Bmcyp6ul 和 蛋白 序列 进行 
同 源 性 比 对 , 选取 相似 性 较 高 的 序列 209 个 , 用 
MEGA 4.0 软件 中 的 邻接 法 (Neighbor-Joining) 构 建 系 
统 进化 树 。 发 现 Bmcyp6ul 与 蜜蜂 和 果 蝇 P450 超 基 
因 家 族 第 6 亚 族 基因 编码 蛋 日 序列 同 源 关 系 最 近 。 


Tribolium castaneum 
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1 ATG TGG IIA AGT GIA IIA IIA GTIG GIG ATT IIA CTG TIT TTIG AII CTG TTG TTA ACC GIG 


1 LL SS YY LL L ¥ Y 
TIT CAC TAT ACG ACT 
21 F HL TY TT IT 
CCA TIGI CCG TTA TIT 
41 PF CC PF L FF 
AIG TTG CAA TIT TIT 
61 了 LIL Q F F YY DD jj Yi 
CoG AGG CCG ACA TTIA ATG CIC ATA GAT 
R R PF IT L MH L I D 
TIT CCG AAT TIC AGC GAT CGC ATA TCT 
101 F PF N F SS DD R I 3S 
CoG AAT TIA GCT AAT ATG AGT GGA GCT 
R NH L AN NM SS CS A 


ACA TIT TCA TCG GCG AAA ATG AAA GCT 
141 T FF S SS A KK MM KK A 
TIA AAA AAT AGT CTA CTIT AAG GAG TCT 
L Kk N SS L L KE FE SYS 
CGA TIT ACT ACA GALC GIA ATII GGT AGT 
l181 R F TT TT DY I G&G S 


201 D PF E S PP F L 了 iM 
GIT TTA AAA CGC TAT TGT AGA ACG TIT 
Vv L Kk RR Y CC R IT FF 
ACA TAC TCA AAG GAT GIG GAA ACG TIT 
241 T YY SS Kk D V E TT FF 
AGG CGC GCC ACG GGC GIT CAA AGA CAT 
R R A TT 5G ¥ Q R lH 
ACT CAA ACA AGT IIC GIT ATG ACC GAC 
281 T EE TT SS F Y¥ MM IT nD 


CIC 世 GGA CIA GAA TCC TCG TCT ACT 
L Ss SS TT 


P450 氧 结合 序列 : AGxET 


301 


962 
321 D 
1022 
341 G&G I NHN YY E A VY¥ CC S 
1082 TTA CGA CTIT CAT CA CCG ACG CCG CTC 
361 I L Hx PF PF T P L 
螺旋 K: ExLR 
1142 
381 NH CC TT DID L S$ YY¥ R Y 
1202 CAG CGA GAC GCC CAA CAC TII CCT AAT 
401 QQ RD AQ H F P H 


Kk HN I Q@ DD DD L R 


1262 ACA AAT CCT CCT GGA TIT TTG GCT TTC 
421 IT HH PF PF G&G 了 L A 


1322 TTIT GCT CAA TTG AS GIT GCC GCC GCT 
441 F A Q@ L TT VY A A A 


1382 CCT TGT TCC ATG ACA 人 LT TCC ACT ATA GIC TAT GAT CCT AGA AGT GIA ATG CIT 


461 P CC SS IN IT TT S TT I 


1442 AAA GGC GGG ATA TGG CTG AAA TTIT GIA CCT CTA TAA 


KEK 6G G&G I WY 


图 2 


481 L KK F YY 
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GAT CCC GAG TCT CCA TIC TTA AMA AIG TCG CAA AAA AIG IIT AAA ATT GAT CGT 


GAT AAA CAC AIC CA GAT GAT CIC AGA ACA GAG AII GIT GAC TGC TIA GAA AGG TAT GGT 
GGT ATA AAT TAT GAA GCA GIG TGT TCA ATG CGC TTG GIC AAC CAA GCA GIA CTA GAG ACT 


AAT GGC ACA GAT TTA AGC GIT AGA GIA AGA GAT CCC GIG II 人 ATA CCT TTG TAT 
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I L L F L I LL L L IT Y 


MMM GGA AGA AMA TAT CGG IIG TTA CGA AAT GTA CCT TAC AGA GAA 121 
KE RR KkK YY RR L L RN Y¥ PF YY R ZE 40 
GGA AAT TIT GGA GCA ACG TIC ACT ATG AGG AGA AGC TAC ACA AAA 181 
CH F CS A TT 了 IT MH R RS YY TT kk 60 
TAC GAT AAT TAT TAT 上 AI GAG AAA TAC GIG GGA ATT TIT CAA GCA 241 

YY NH E KK YY VY¥ G&G I F Q A 80 

TIA GAA CIG GIG AAA AAT GIA TI 只 TCT AAA GAA 301 


L E LV KkK NN TV L S$ KK 了 
GIT ACG ACC GAT ACG CAG CGG GAA CCA IIG CIT 
Y TT I DD T Q R EE PF L L 
GAA TGG AAA GCT AIG AGG CAhG ATT GIA ACG CCA 
E W KkK AN NH QQ I Y7 T PF 

基 序 : WxxxR 
ATG ITIL CUA TTG ATIA GCG GAA TGT GCT CAA GCA 
MM FF PF LL I A E C A Q A 
CIC GCG GAA GIT AAT GITG CCC GAT TTIT ATG ACA 


L A E YY¥ NHN ¥ PF DID F MH I 180 

TGT GCC IIC GGA GIC GALC CCT GGT TCT CTG AAA 601 
C A F 6G VY¥ DD PC SS LL kK 200 

ICT ACT 661 

Ss QQ Kk WH F KkK I DD R SS I 220 

TIC CCA AAG CIG TIT AAA TIT IIG AAT CIC AGA 721 
F PF Kk L F Kk F L NN L R 240 

TIC ACA ACT ATIT ATI AAG AAA GIT CIC GAT GAA 781 
F TT TT I I Kk Kk Vv¥ L DD E 260 

GAC IIC CTA CAG CIT ATG TTG AAC GIT CAG AAA 841 
D F L Q LN LNH TV Q kK 280 

ACA IIG ATA ATA TCG AAT TCG TTIC ATT TIT ATG 901 


IT L I I SN SS F I F iM 
ACA CIA TCG IIC TGT TTA TAT GAA TTG GCT AAA 
IT L 5S F C L YY EE L A 攻 


1021 
IT E I VD C L FE R YY < 
1081 
360 
1141 
380 


WM R L VY¥ NH Q@ A TY L 
ACG ACA CGG CIT TGC ACC AGT SCI TGT ACT CTG 
IT TT R L C IJ SS A C TT L 


TGT 人 II 
R D PF YY L I PF L YY CC I 


全 GAC AAG TTC AAT CTA CAA AGG TIT AAG GAA 
Ek E 


微粒 体 P450 酶 保守 区 序列 PERF: PxxFxPERF 
GGC GAA GGA CCG AGG AGT TGT CA GGOC GCA CGA 
A RR 


1201 


1261 
420 


1321 

440 
血红 素 结合 位 点 : FxXxXGxxxCxG 

CTT GCG GCT TTG CTA AGT AGT TTT GAA ATA GANA 

L A A L LS Ss F FE I 了 

MAG AAT 

L Kk HN 


1381 
460 
1441 
YY DD PF RS TY iM 
1476 


P LL 水 S500 


家 看 cyp6ul 基因 cDNA 序列 和 推导 的 氨基 酸 序 列 


Fig. 2 The cDNA and deduced amino acid sequences of cyp6u! gene from Bombyx mori ( Bmcyp6u] ) 
昆虫 P450 基因 保守 序列 用 矩形 框 表 示 The conserved sequences of insect P450 genes are indicated with rectangular box. 


2.4 家 等 cyp6ul 基因 芯片 表达 分 析 


马 氏 管 的 2.23 倍 , 在 后 部 丝 腺 完全 没有 表达 。 精 


Bmcyp6ul 基因 序列 在 家 看 基因 组 数据 库 
(http://www. silkdb. org/ microarray/ search. php ) 中 
同 源 性 比 对 搜索 ,获得 28 个 横向 同 源 基因 及 对 应 
的 探 针 。 将 这 28 个 基因 和 Bmcyp6ul 在 家 至 5 龄 第 
3 天 幼虫 的 表达 量 进行 对 比 ,， 绘 成 基因 芯片 图 。 结 
果 表 明 ，Bmcyp6x7( 控 针 号 :sw11239 ) 在 家 看 5 龄 第 
3 天 所 有 的 组 织 表 达 量 都 很 低 。 最 高 的 精 否 组 织 赃 
表达 量 只 有 1 047, 是 前 中 部 丝 腺 的 61. 59 倍 、 脂 肪 
体 的 34. 9 倍 、 表 皮 的 18. 05 倍 、 血 液 的 9.52 售 、 
中 肠 的 5.81 倍 、 头 部 的 4. 14 倍 、 卵 巢 的 2.3 倍 、 


梨 、 卵 梨 、 头 部 、 脂 肪 体 、 表 皮 、 中 肠 、 血 液 、 马 氏 
管 、 前 中 部 丝 腺 和 后 部 丝 腺 所 有 组 织 都 取样 的 同等 
条 件 下 , 同样 在 所 有 组 织 中 表达 量 异 常 低 (全 部 低 
于 800) 的 探 针 较 多 ， 如 sw06295，sw19974， 
sw22034 ，sw19578 ，sw21229 ，sw19730 ，sw19303 ， 
sw20416 ， sw05384 和 swl5116 等 10 个 ; 与 
Bmcyp6ul 基因 一 样 ， 只 在 单个 组 织 中 表达 量 稍 高 
的 探 针 不 少 ， 如 sw21502 (后 部 丝 腺 表达 ， 所 有 
Bmcyp6ul 横 问 同 源 基因 中 只 有 此 探 针 单独 表达 )、 
sw06584( 中 肠 )、sw12393( 表 皮 )、sw09427( 中 肠 )、 
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微粒 体 了 P450 0 项 保 守 区 颇 列 PERF: PxxFxPERF 全 合 位 点 Fy CaxxCxC 
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图 3 家 和 蛋 cyp6ul 基因 编码 氨基 酸 序列 与 其 他 几 种 昆虫 的 同 源 氨 基 酸 比 对 
Fig. 3 Amino acid sequence alignment of Bmcyp6u! with homologous genes from several other insects 

相同 氨基 酸 用 黑色 阴影 表示 , 性 质 相 近 的 氨基 酸 用 灰色 阴影 表示 , 特征 序列 用 加 粗 线 标示 。 各 物种 蛋白 质 序 列 登录 号 : 赤 拟 谷 盗 (XP_ 
969633 ) ; 致 倦 库 蚊 (XP_001844834 ) ; 黑 腹 果 晶 (NP_523628 ) ; 意大利 蜜蜂 (XP_623461 ) ; 家 蛋 (HM130560)。Homologous amino acids are 


indicated with a black shadow frame, and similar amino acids with gray shadow. Characteristic sequences are marked with bold lines. CenBank accession 


AONN 





numbers of protein sequences for each species are Tribolium castaneum ( XP _969633 ), Culex guinguefasciatus ( XP _001844834 ), Drosophila 
melanogaster ( NP_S523628), Apis mellifera ( XP_623461) and Bombyx mori ( HM130560). 


ee ) 、sw06687( 马 氏 管 )、sw20008( 马 了 上 诸 36 h, 60 h 的 上 肉 看 和 成 虫 雄 看 ， 其余 各 时 期 
氏 管 ) 等 7 个 探 针 ; 其 余 11 个 探 针 在 多 个 组 织 有 高 。” 基因 没有 表达 (图 5)。 
完 表 达 , 其 中 包括 我 们 克隆 的 基因 Bmcyp6a8( 探 针 
号 :sw20316) , 在 多 个 组 织 特别 是 头 部 高 量 表达 。 3 讨论 
芯片 数据 检测 转录 活性 表明 ,5 龄 第 3 天 
Bmcyp6ul 在 精 梨 组 织 存在 表达 峰值 。5 龄 4 天 后 除 本 研究 克隆 了 Bmcyp6ul 基因 , 将 Bmcyp6ul 基 
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44 致 倦 库 蚊 Culex quinquefasciatus XP 00184483 
41 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti AAEL010151 
88 赤 拟 谷 盗 Trxibolium castaneum XP 969633 
黑 腹 果 蝇 Drosophila melanogaster NP_523628 
意大利 蜜蜂 Apis mellifera XP_623461 


42 家 盘 Bombys mori HM130560 


82 


100 


原 鸡 Gallus gallus NP_001001751 


100 斑马 色 Danio rerio NP 001032515 


67 人 Homo sapiens NP_000756 
100 小 鼠 Rattus norvegicus NP_671739 
红 鱼 东方 钝 Fugu rubripes SINFRUP00000158221 
61 秀丽 隐 杆 线虫 Caenorhabditis elegans WPCE28239 


拟 南 芥 Arabidopsis thaliana NP_188080 


六 一 一 一 
0.1 


图 4 ”家 看 cyp6ul 基因 与 其 他 12 个 物种 直 向 同 源 基因 的 系统 进化 树 
Fig. 4 The phylogenetic tree of Bmceyp6ul! and its orthologous genes from other 12 species 
NJ 进化 树 由 MEGA 软件 绘制 ， 节 点 处 的 数字 为 100 次 自 举 检测 得 到 的 置信 和 度 。The NJ phylogenetic tree was constructed using the MEGA 
program. The number at the node is the statistical reliability obtained from bootstrapping with 100 replicates. 
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-600 发 育 阶 段 Developmental stage 
图 5 Bmcyp6ul 基因 的 转录 活性 
Fig. 9 Transcriptional activity of BmcypOu! gene 
发 育 阶 段 504 表示 5 龄 第 4 天 ，W12 表示 上 蔬 12 h; 以 此 类 推 。Developmental stage 504 indicates day 4 5th instar, W12 indicates 12 h after 
wandering, and the rest may be deduced by analogy. Adult: 成 虫 Adult. 





转录 活性 Transcriptional activity 


“PxxFxPERH”。 家 看 细胞 色素 P450 基因 cyp33741 
也 存在 相同 情况 。P450 氧 结合 序列 AGxET,， 


因 编 码 的 和 蛋 日 与 赤 拟 谷 盗 、 致 伐 库 蚊 、 黑 腹 果 蝇 及 
意大利 蜜蜂 同 源 和 蛋白 多 序列 比 对 分 析 显 示 , 它们 都 


具有 昆虫 细胞 色素 P450 基因 的 5 个 特征 序列 。 我 
们 发 现 了 P450 信号 序列 一 一 血红 素 结 合 区 
“FxxGxxxCxG” 高 度 保守 以 及 螺旋 K“ETLR” 这 个 几 
平 所 有 CYP6 家 族 成 员 的 保守 序列 ( Ranson et al.， 
2002) 。 稍 有 不 同 的 是 家 看 微粒 体 P450 酶 保守 区 
序列 “PxxFxPERF” 置 换 为 “PxxFxLERF”, 这 种 置换 
在 我 们 以 前 的 研究 中 也 曾 出 现 ( 曾 媛 压 等 ,2010 ) ， 
不 同 的 是 冢 看 和 野 桑 看 Bombyx mandarina 的 微粒 
体 P450 酶 保守 区 序列 “PxxFxPERF” 置 换 为 


Bmcyp6ul 序列 置换 为 AGxES, 该 保守 区 氨基 酸 的 
替换 ,是否 与 鳞 翅 目 昆 虫 物种 不 同 有 关 ,， 还 是 与 不 
同 昆 忠 细 胞 色素 P450 功能 差异 相关 ， 有 竺 进一步 
研究 。 

从 Bmeyp6ul 与 人 、 意大利 蜜蜂 、 黑 腹 果 蝇 、 斑 
马 鱼 、 秀 丽 隐 杆 线虫 以 及 拟 南 芥 同 源 基因 的 氨基 酸 
序列 系统 进化 树 可 以 看 出 , 大 多 数 P450 基因 因为 
物种 、 亚 家 族 聚 集成 徐 , 但 是 也 有 部 分 打破 了 种 间 
保守 。Bmcyp6u1、 意 大 利 蜜蜂 的 CYP6A 家 族 成 员 
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与 秀丽 隐 杆 线虫 的 CYP25A 家 族 成 员 聚 集成 复 后 ， 
与 黑 腹 果 蝇 CYP6A 家 族 成 员 聚 集成 艇 ， 再 与 黑 腹 
果 晶 其 他 第 6 家 族 成 员 ( 包 括 op6x7 )、 黑 腹 末 蝇 与 
意大利 蜜蜂 CYP9 家 族 成 员 、 人 CYP3A 家 族 成 员 唆 
集成 徐 。 除 此 之 外 , 大 部 分 细胞 色素 P450 基因 根 
据 功能 而 聚集 成 徐 。 如 意大利 蜜蜂 的 op6BD7、 斑 
马 鱼 的 cyp54 和 秀丽 隐 杆 线虫 的 op4347 基因 聚集 
成 徐 ,， 进化 关系 较 近 ; 人 、 斑 马 鱼 的 第 4 家 族 基 因 
与 蜜蜂 第 4 家 族 基因 聚集 成 复 ; 黑 腹 有 末 蝇 
cyp308al]、cyp309a1l 与 拟 南 价 cyp71141、cyp86BI 等 
聚集 成 族 , 等 等 。 这 种 现象 是 否 从 另 一 角度 文 持 这 
种 观点 一 一 “ 细胞 色素 P450 基因 由 35 亿 年 前 的 一 
个 共同 祖先 进化 而 来 , 许多 功能 基因 的 复制 事件 产 
生 于 物种 进化 之 前 ”, 有 竺 进一步 研究 确认 。 
Bmcyp6ul 基因 是 通过 由 病 腹 采 蝇 cyp6ul 的 重 
日 序列 同 源 比 对 产生 的 家 看 电子 克隆 序列 , 测序 结 
果 的 进化 树 结果 显示 ，Bmcyp6ul 基因 和 黑 腹 打 蝇 
的 cyp6ul 进化 关系 却 不 是 最 近 , 我 们 推测 ， 从 双 翅 
日 到 钱 翅 目 , P450 基因 cyp6ul 产生 了 一 定 的 功能 


< 纪 
变异 。 


从 芯片 表达 谱 可 以 看 到 ，Bmcyp6ul 与 其 横向 
同 源 基因 在 家 看 5 龄 第 3 天 幼虫 的 表达 特征 差异 显 
著 。 在 所 有 的 横向 同 源 基因 中 , 相对 于 其 他 基因 在 
各 组 织 高 量 表达 ， 部 分 基因 只 在 个 别 组 织 表达 ， 
Bmcyp6ul 只 有 在 精 梨 组 织 稍 有 表达 , 甚至 有 几 个 
基因 在 所 有 组 织 中 全 无 表达 。 我 们 认为 ， 部 分 基因 
如 Bmeyp6a8 等 在 各 组 织 高 量 表 达 , 参与 内 源 物 质 
如 脂肪 酸 等 的 代谢 , 所 以 基因 功能 涉及 生物 体 的 生 
长 发 育 , 幼虫 Bmcyp6ul 基因 只 在 精 梨 中 表达 , 在 
其 他 各 个 组 织 表达 量 相 当 低 , 甚至 几乎 没有 表达 ， 
可 能 只 与 精 集 发 育 及 精子 生成 相关 , 具有 功能 特异 
性 。 转 录 活 性 研究 显示 ，Bmcyp6ul 只 在 雄 和 看 成 虫 
和 上 肉 看 上 散 36 h 和 60 h 表达 , 对 其 功能 值得 进 一 
步 实 验 验证 。 
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